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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
Ελεύθερο DNA ανιχνεύεται στα περισσότερα σωματικά υγρά τόσο υγιών όσο 
και ασθενών ατόμων. Βασική πηγή προέλευσης του θεωρείται η απόπτωση και έτσι 
πολλές μελέτες προτείνουν τη χρήση του ως δείκτη απόπτωσης.  
Όσον αφορά την παρουσία ελεύθερου DNA στο σπέρμα, αυτή επιβεβαιώθηκε 
πρώτη φορά το 2004 από τον Chou και τους συνεργάτες του με τη χρήση 
ηλεκτροφόρησης, έκτοτε δεν εντοπίζεται στη βιβλιογραφία κάποια άλλη σχετική 
μελέτη.  
Καταρχήν, η παρούσα μελέτη στοχεύει στην επαλήθευση της ύπαρξης 
ελεύθερου DNA στο σπερματικό πλάσμα. Με τη χρήση PCR πραγματικού χρόνου 
(real-time PCR), ενισχύθηκε ο πολλαπλασιασμός ενός συντηρητικού γονιδίου 
(«housekeeping gene»), του GAPDH, το οποίο εκφράζεται σε όλα τα κύτταρα του 
ανθρώπινου οργανισμού. Σε περίπτωση που δεν υπήρχε DNA στο σπερματικό 
πλάσμα, θα ήταν αδύνατος ο πολλαπλασιασμός του γονιδίου. Ωστόσο, το γονίδιο 
ενισχύθηκε και στα 84 δείγματα σπερματικού πλάσματος που είχαν συλλεχθεί και 
προέρχονταν από ζευγάρια, τα οποία υποβλήθηκαν είτε σε IVF είτε σε ICSI, 
αποδεικνύοντας έτσι την ύπαρξη ελεύθερου DNA. 
Επιπρόσθετα, χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας το δείγμα σπέρματος που 
εμφάνισε τη μεγαλύτερη τιμή Ct (μικρότερη ποσότητα ελεύθερου DNA) του οποίου 
η τιμή διαιρέθηκε με τον συνολικό αριθμό σπερματοζωαρίων (όγκος x 
συγκέντρωση). Ο λόγος αυτός ορίστηκε ως τιμή αναφοράς. Στα υπόλοιπα δείγματα, 
που είχαν μικρότερη τιμή Ct, άρα περισσότερο DNA, προσδιορίστηκε η τιμή τους με 
βάση την τιμή αναφοράς προσαρμόζοντας και τον αντίστοιχο συνολικό αριθμό των 
σπερματοζωαρίων τους. Χαρακτηριστικά, στα δείγματα που πραγματοποιήθηκε ICSI 
εντοπίστηκε 93 φορές περισσότερο ελεύθερο DNA συγκριτικά με τον μάρτυρα και 30 
φορές περισσότερο από τα δείγματα που προορίστηκαν για IVF. 
Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε έλεγχος για πιθανή συσχέτιση του ελεύθερου 
DNA που εντοπίζεται στο σπερματικό πλάσμα με τις παραμέτρους του σπέρματος, 
την γονιμοποίηση και την ποιότητα των εμβρύων. Μόνο στην ομάδα ICSI βρέθηκε 
ισχυρή αρνητική συσχέτιση μεταξύ ελεύθερου DNA σπερματικού πλάσματος και 
γονιμοποίησης, καθώς και αρνητική συσχέτιση ανάμεσα στο ελεύθερο σπερματικού 
πλάσματος DNA και στην ποιότητα των εμβρύων. 
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ABSTRACT 
 
Cell-free DNA appears not only in many body fluids of patients but also in 
healthy individuals. The main origin of cell-free DNA seems to be apoptosis; this is 
why many authors suggest its use as a marker of apoptosis. However, there was no 
evidence that cell-free DNA was present in semen until 2004, when Chou and his 
colleagues demonstrated its presence in ejaculated semen. 
The main purposes of this study were: a) to detect cell-free DNA in semen 
plasma and b) to determine the association between: 1) sperm parameters and cell-free 
DNA, 2) fertilization and cell-free DNA and 3) embryo quality and cell-free DNA.  
First of all, cell-free DNA in semen plasma (84 cases) was detected using the 
real-time PCR method.  A housekeeping gene, GAPDH, which is expressed in all 
human cells, was amplified in all samples. The amplification and expression of 
GAPDH gene mean that there is cell-free DNA in semen. In the present study, cell-
free DNA was detected in all samples (84 cases). 
Moreover, using the sample with the highest Ct (least cell-free DNA) as a 
marker and divided it with specimen’s total cell count, a new combination marker was 
generated. This reference ratio was used to calculate the relative proportion of cell-
free DNA (how more or less cell-free DNA per million of spermatozoa contains a 
sample than the marker) in all 83 samples. Furthermore, using SPSS statistical 
program, the association between cell-free DNA and sperm parameters, fertilization 
and embryo quality was determined.  
In this study, 93 times more cell-free DNA was detected in samples of couples 
undergoing ICSI than in marker. Moreover, cell-free DNA presents strong negative 
correlation to fertilization rate and somewhat weaker to embryo quality only in the 
IVF study group and may potentially improve the assignment of ART couples to the 
most appropriate insemination method. To sum up, the data suggest the possible use 
of cell-free DNA as a marker of semen quality and male fertility.  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
1.1 Απόπτωση - Ορισμός  
 
Ο όρος απόπτωση χρησιμοποιήθηκε πρώτη φορά το 1972 από τους Kerr, 
Wyllie και Currie για να περιγράψουν έναν ιδιαίτερο μορφολογικά τύπο κυτταρικού 
θανάτου (Kerr et al., 1972). Χαρακτηριστικά, η απόπτωση ή προγραμματισμένος 
κυτταρικός θάνατος είναι ένα ενδογενές πρόγραμμα «κυτταρικής αυτοκτονίας» 
απαραίτητο για την εξάλειψη ανεπιθύμητων κυττάρων, για τη διατήρηση της 
ομοιόστασης των ιστών και για την εύρυθμη λειτουργία του οργανισμού (Fadeel et 
al., 2005).  
Η απόπτωση συμβαίνει φυσιολογικά κατά την ανάπτυξη και γήρανση των 
οργανισμών. Μάλιστα, θεωρείται ένας ιδιαίτερος μηχανισμός ομοιόστασης καθώς 
συμβάλει στην διατήρηση και φυσιολογική ανανέωση των κυτταρικών πληθυσμών 
στους διάφορους ιστούς ενός οργανισμού. Ακόμη, η απόπτωση λειτουργεί ως 
μηχανισμός άμυνας σε ανοσολογικές καταστάσεις ή σε περιπτώσεις βλάβης 
κυττάρων από περιβαλλοντικούς παράγοντες, όπως έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία, 
τοξική κυτταρική βλάβη, ιογενείς λοιμώξεις (Norbury and Hickson, 2001). 
Επιπρόσθετα, εμπλέκεται σε διάφορες καταστάσεις όπως: α) μορφογένεση εμβρυϊκών 
ιστών, β) αποστέρηση ορμονών και άλλων τροφικών παραγόντων (Mountz et al., 
1999) και  γ) κακοήθη νεοπλάσματα (Kerr et al., 1994).  
Τα βασικά χαρακτηριστικά που εμφανίζουν τα αποπτωτικά κύτταρα είναι 
(Elmore, 2007): α) η συμπύκνωση της χρωματίνης του πυρήνα, β) ο θρυμματισμός 
του πυρηνικού DNA σε θραύσματα, γ) η δημιουργία μεγάλων οπών στις μεμβράνες 
των μιτοχονδρίων, δ) η εμφάνιση προεξοχών στην κυτταρική μεμβράνη και ο 
σχηματισμός φαγοσωμάτων που περιέχουν τα κυτταροπλασματικά υπολείμματα και 
ε) τα κύτταρα χάνουν τη γειτνίασή τους με άλλα κύτταρα. 
 
1.2 Παθολογική απόπτωση 
 
Ο αποπτωτικός μηχανισμός συναντάται σε πολλές φυσιολογικές καταστάσεις 
στο νευρικό σύστημα (Nijhawan et al., 2000), σε ενδοκρινοεξαρτώμενους ιστούς 
(Mountz et al., 1999), σε πολλά στάδια επιλογής και διαφοροποίησης Β- και Τ- 
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λεμφοκυττάρων (Rathmell and Thompson, 2002),  στη γαμετογένεση (Rodriguez et 
al., 1997). 
Ωστόσο, σε παθολογικές καταστάσεις, όπως καρκίνος, AIDS, ισχαιμία, 
Parkinson, Alzheimer, Huntington, εντοπίζονται ανωμαλίες στη ρύθμιση του 
αποπτωτικού μηχανισμού, οι οποίες εκδηλώνονται είτε με μειωμένο (Πίνακας 1) είτε 
με αυξημένο ρυθμό απόπτωσης (Πίνακας 2) (Elmore, 2007).  
 
Πίνακας 1. Παρουσίαση παθήσεων που σχετίζονται με μειωμένο ρυθμό απόπτωσης. 
(Ανδρίκουλα και Βαρθολομάκος, 2001) 
Παθήσεις που σχετίζονται με μειωμένη απόπτωση 
Νεοπλασίες 
Λεμφώματα 
Λευχαιμίες 
Καρκινώματα με μετάλλαξη p53 
Ορμονοεξαρτώμενοι όγκοι 
Αυτοάνοσες διαταραχές 
Αυτοάνοσο λεμφοϋπερπλαστικό σύνδρομο 
Συστηματικός ερυθυματώδης λύκος 
Σπειραματονεφρίτιδα από ανοσοσυμπλέγματα 
Ενδοκρινικές διαταραχές και διαταραχές μεταβολισμού  
Νόσος του Graves 
Θυρεοειδίτιδα Hashimoto 
Σακχαρώδης διαβήτης τύπου Ι 
Οστεοπόρωση 
Ιογενείς λοιμώξεις 
Ερπητοϊοί 
Αδενοϊοί 
Ιός Pox 
Διαταραχές ανάπτυξης 
 
Ο καρκίνος είναι χαρακτηριστικό παράδειγμα παθολογικής κατάστασης, κατά 
την οποία παρατηρείται καταστολή της απόπτωσης (Kerr et al., 1994). Τα καρκινικά 
κύτταρα εμφανίζουν αντίσταση στην απόπτωση χάρη στη έκφραση αντι-
αποπτωτικών πρωτεινών, όπως η Bcl-2, σε αυτά (Miyashita, 1994). 
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Εκτός από τον καρκίνο, μειωμένη απόπτωση παρουσιάζεται και σε περιπτώσεις 
αυτοάνοσου λεμφοϋπερπλαστικού συνδρόμου (ALPS) (Worth et al., 2006). Το 
παραπάνω σύνδρομο σχετίζεται με  υπέρμετρο πολλαπλασιασμό B-λεμφοκυττάρων, 
αυξημένη παραγωγή αιμογλοβίνης και σε αρκετές περιπτώσεις οδηγεί σε αιμολυτική 
αναιμία. 
 
Πίνακας 2. Παρουσίαση παθήσεων που σχετίζονται με αυξημένο ρυθμό απόπτωσης . 
(Ανδρίκουλα και Βαρθολομάκος, 2001) 
Παθήσεις που σχετίζονται με αυξημένη απόπτωση 
AIDS 
Νευροεκφυλιστικές παθήσεις 
Νόσος Alzheimer 
Νόσος Parkinson 
Νόσος Huntington 
Μελαχρωματική αμφιβλιστροειδοπάθεια 
Παρεγκεφαλιδική εκφύλιση 
Μυελοδυσπλαστικά σύνδρομα 
Απλαστική αναιμία 
Ισχαιμία 
Έμφραγμα μυοκαρδίου 
Εγκεφαλικό επεισόδιο 
Ηπατική νόσος από τοξίνες 
Αλκοόλ 
Διαταραχές ανάπτυξης 
Θυροειδίτιδα Hashimoto 
Συστηματικός ερυθυματώδης λύκος 
Σακχαρώδης διαβήτης τύπου Ι 
Ελκώδης κολίτιδα 
Νόσος Wilson 
Χρόνια ουδετεροπενία 
 
Από την άλλη πλευρά, αυξημένος είναι ο ρυθμός απόπτωσης σε περιπτώσεις 
όπως νευροεκφυλιστικές ασθένειες, ισχαιμία και αυτοάνοσα νοσήματα. 
Χαρακτηριστικά, το σύνδρομο επίκτητης ανοσολογικής ανεπάρκειας (AIDS) 
σχετίζεται με αυξημένη έκφραση του αποπτωτικού παράγοντα - υποδοχέα Fas που 
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οδηγεί σε αύξηση της απόπτωσης. Ταυτόχρονα, κατά την ασθένεια Alzheimer 
παράγονται πλάκες αμυλοειδούς β, οι οποίες έχει βρεθεί ότι επάγουν την απόπτωση  
(Ethell and Buhler, 2003). Ο αυξημένος ρυθμός απόπτωσης φαίνεται να 
διαδραματίζει σπουδαίο ρόλο και σε περιπτώσεις ισχαιμίας και ειδικότερα ισχαιμίας 
μυοκαρδίου (Hochhauser et al., 2003). 
 
1.3 Απόπτωση και ελεύθερο DNA (cell-free DNA) 
 
Ελεύθερο DNA καλείται το γενετικό υλικό (κομμάτια) το οποίο εντοπίζεται 
στον εξωκυττάριο χώρο και έχει απελευθερωθεί από τον πυρήνα. Ήδη από το 1966 
ελεύθερο DNA είχε βρεθεί στο πλάσμα και στον ορό του αίματος υγιών ατόμων και 
ατόμων που έπασχαν από καρκίνο (Tan et al., 1966; Leon et al.,1977). Επίσης, 
ελεύθερο DNA εμβρυικής προέλευσης εντοπίστηκε στη μητρική κυκλοφορία εγκύων 
γυναικών (Lo et al., 1997;1998). Πρόσφατα, σε μία μελέτη αποδείχτηκε η ύπαρξη του 
και σε σπερματικό πλάσμα ανδρών (Chou et al., 2004). 
Η ακριβής προέλευση του ελεύθερου DNA δεν έχει προσδιοριστεί ακόμη. Ένας 
από τους πιθανούς μηχανισμούς αναφέρει ότι αυτό προέρχεται από την λύση 
καρκινικών κυττάρων (Moss et al., 1990).  Η κυτταρική νέκρωση θα μπορούσε να 
είναι ένας άλλος πιθανός μηχανισμός, ειδικά σε περιπτώσεις που εμφανίζονται στην 
κυκλοφορία μεγάλα σε μέγεθος κομμάτια DNA (Li et al., 2003). Επιπρόσθετα, η 
αυθόρμητη απελευθέρωση DNA από κύτταρα, όπως τα λεμφοκύτταρα, είναι άλλη 
μία υπόθεση (Anker et al.,1975). 
Ωστόσο, ο επικρατέστερος μηχανισμός προέλευσης του ελεύθερου DNA 
θεωρείται η απόπτωση. Άλλωστε ένα από τα βασικά της γνωρίσματα είναι ο 
θρυμματισμός του πυρηνικού DNA σε μικρά κομμάτια. Αρχικά, το πυρηνικό DNA 
«κόβεται» σε μεγάλα θραύσματα 50-300 ζεύγη βάσεων και στη συνέχεια σε κομμάτια 
180-200 ζευγών βάσεων (Nagata et al., 2003). Το παραπάνω μοτίβο «κομματιών» 
DNA προσδιορίζεται με ηλεκτρόφορηση (Anker et al., 1999). Θεωρείται 
αντιπροσωπευτικό για ελεύθερο DNA που προέρχεται από απόπτωση ή αυθόρμητη 
απελευθέρωση από κύτταρα (Stroun et al., 2001). 
Το περιεχόμενο των αποπτωτικών κυττάρων φαγοκυτταρώνεται άμεσα και το 
DNA πέπτεται σε μικρά κομμάτια στα λυσοσώματα (Nagata et al., 2003). Πιστεύεται 
ότι το μεγαλύτερο μέρος των κομματιών DNA αποικοδομούνται πριν εμφανιστούν 
στην κυκλοφορία του αίματος. Παρόλα αυτά σε περιπτώσεις που είτε ο αποπτωτικός 
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μηχανισμός είναι παθολογικός (αυξημένος ή μειωμένος ρυθμός), είτε δεν υπάρχουν 
πολλά φαγοκύτταρα στην περιοχή γύρω από τα αποπτωτικά κύτταρα, το ελεύθερο 
DNA εντοπίζεται σε μεγαλύτερες από το φυσιολογικό συγκεντρώσεις (Viorritto et al., 
2007). 
Σε άτομα που πάσχουν από διάφορες μορφές καρκίνου,  ανιχνεύονται υψηλές 
συγκεντρώσεις ελεύθερου DNA στο πλάσμα του αίματός τους, οι οποίες είναι 
μεγαλύτερες από αντίστοιχες υγιών ατόμων. Η ακτινοθεραπεία, η χημειοθεραπεία και 
διάφορες άλλες θεραπείες καρκίνων προκαλούν κυτταρικό θάνατο, επάγοντας την 
απόπτωση. Έτσι έχει βρεθεί ότι περισσότερο ελεύθερο DNA ανιχνεύεται σε ασθενείς 
μετά την θεραπεία συγκριτικά με πριν από την έναρξη αυτής (Anker et al., 1999). 
Σχετικά με την ανίχνευση και ποσοτικοποίηση του ελεύθερου DNA 
εφαρμόζονται διάφοροι μέθοδοι όπως: α) φθορίζουσες ή χρωμομετρικές μέθοδοι, 
όπου χρησιμοποιούνται διάφορες ουσίες όπως η διφαινυλαμίνη (Niazi and State, 
1948). Αυτές οι μέθοδοι δεν παρουσιάζουν μεγάλη ευαισθησία και ειδικότητα, καθώς 
η ποσοτικοποίηση γίνεται προσδιορίζοντας την ένταση του χρώματος που προκύπτει 
μετά την προσθήκη των κατάλληλων ουσιών (Lee, 1963).  β) ηλεκτροφόρηση σε 
αγαρόζη (Chou et al., 2004), γ) τεχνικές υβριδοποίησης DNA, RΝA με μεγάλη 
ευαισθησία, στις οποίες ποσοτικοποιείται σε νανογραμμάρια το ελεύθερο DNA 
(Steinman, 1975), δ) real-time PCR (Sozzi et al., 2003) και στ) δοκιμασία PicoGreen 
(Xie et al., 2004) 
 
1.4 Η απόπτωση στη σπερματογένεση 
 
Η σπερματογένεση είναι μια δυναμική διαδικασία ωρίμανσης των 
σπερματογονίων σε ώριμα σπερματοζωάρια, η οποία λαμβάνει χώρα στα σπερματικά 
σωληνάρια των όρχεων. Αυτή η διαδικασία περιλαμβάνει την μιτωτική ανάπτυξη 
των σπερμογονίων και τη διαφοροποίηση τους σε σπερματοκύτταρα που 
ακολουθείται από το σχηματισμό σπερματίδων και τελικά ώριμων σπερματοζωαρίων.  
Όπως σε πολλούς ιστούς, έτσι και στα σπερματικά σωληνάρια των όρχεων ο 
αριθμός των κυττάρων καθορίζεται από μια δυναμική ισορροπία μεταξύ 
πολλαπλασιασμού των κυττάρων και κυτταρικού θανάτου (Russell et al., 2002).  
Τόσο ο αυθόρμητος όσο και επαγόμενος από διάφορους παράγοντες (έλλειψη 
ενδοορχικής τεστοστερόνης και γοναδοτροπινών, τοξικές ουσίες παραγόμενες από τα 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:00:13 EET - 137.108.70.7
Σελίδα | 12  
 
κύτταρα Sertoli, χημειοθεραπευτικά φάρμακα, κτλ.) κυτταρικός θάνατος συμβαίνει 
μέσω απόπτωσης: 
 Απόπτωση μέσω της ενδογενούς - μιτοχονδριακής οδού κατά τη διάρκεια 
ανάπτυξης των γεννητικών κυττάρων   
Αρχέγονα γεννητικά κύτταρα που προέρχονται από το εμβρυικό επίβλαστο, 
μεταναστεύουν στην αναπτυσσόμενη γονάδα. Σε όλη τη διάρκεια αυτής της 
διαδικασίας, παρατηρείται απόπτωση των κυττάρων που παρουσιάζουν 
παρεκκλίνουσα πορεία  μετανάστευσης. Όσα περίσσεια κύτταρα παράγονται κατά τη 
διάρκεια αυτής της περιόδου «πεθαίνουν» με απόπτωση, η οποία σε μεγάλο βαθμό 
εξαρτάται από τα γονίδια Bcl-XL και Bax (Rucker et al., 2000). Η απόπτωση που 
πραγματοποιείται στη φάση διαφοροποίησης των σπερματογονίων σε  
σπερματοκύτταρα, είναι γνωστή ως το πρώτο κύμα της σπερματογένεσης. Αυτό το 
πρώτο κύμα της σπερματογένεσης σε ποντικούς και αρουραίους περιλαμβάνει τη 
δράση των κασπάσων 2 (Zheng et al., 2006), 3, 8 και 9, οι οποίες φαίνεται να 
εμπλέκονται τόσο στην εξωγενή όσο και στην  ενδογενή οδό της απόπτωσης (Moreno 
et al., 2006).  
 
 Απόπτωση μέσω της εξωγενούς οδού κατά τη διάρκεια ανάπτυξης των 
γεννητικών κυττάρων   
Ο FasL ενεργοποιεί τον Fas, ο οποίος είναι ένα διαμεμβρανικό μόριο 281 
αμινοξέων. Ο FasL και  ο αντίστοιχος υποδοχέας Fas αλληλεπιδρούν ως ολιγομερή 
και η ενεργή μορφή του υποδοχέα-Fas πυροδοτεί ένα προ-αποπτωτικό 
«σήμα θανάτου» στο κύτταρο που φέρει τον υποδοχέα (Janssen et al., 2003). Τόσο ο 
Fas υποδοχέας όσο και ο «συνδέτης» του Fas εκφράζονται στους όρχεις (Guazzone et 
al., 2009). Το Fas/FasL σύστημα συμμετέχει στην  απόπτωση ελαττωματικών 
γεννητικών κυττάρων στον άνθρωπο (Francavilla et al., 2002). Χαρακτηριστικά, σε 
περιπτώσεις υποσπερματογένεσης, όπως το Sertoli cell-only σύνδρομο (SCO) και το 
maturation arrest (ΜΑ), φαίνεται ότι η δράση του  Fas/FasL παίζει μείζονα ρόλο στην 
εκδήλωση αυτών των παθολογικών καταστάσεων. Η έκφραση του FasL είναι 
ιδιαίτερα αυξημένη στους όρχεις ασθενών με SCO και ΜΑ, γεγονός που αιτιολογεί 
την αυξημένη απόπτωση των γεννητικών κυττάρων στην οποία συμβάλει και η 
ενεργοποίηση της κασπάσης-3 (Kim et al., 2004). 
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 Απόπτωση γεννητικών κυττάρων και ορμόνες 
Στους όρχεις των θηλαστικών, η ωοθυλακιοτρόπος ορμόνη (FSH), η 
ωχρινοτρόπος ορμόνη (LH), η ανθρώπινη χοριακή γοναδοτροπίνη (hCG) και η 
τεστοστερόνη (T) έχει αποδειχθεί ότι συμμετέχουν στη ρύθμιση της επιβίωση των 
γεννητικών κυττάρων. Η έκθεση σε υπερβολικές δόσεις ορμονών ή η στέρηση αυτών 
μπορεί να οδηγήσει σε κυτταρική απόπτωση στους όρχεις (Shaha, 2008). Τα κύτταρα 
Sertoli έχουν υποδοχείς για την FSH και την τεστοστερόνη. Στέρηση ή και απλή 
μείωση αυτών των ορμονών φαίνεται ότι προκαλεί κυτταρική απόπτωση (Sofikitis et 
al., 2008). Έχει αποδειχθεί ότι τόσο η εξωγενής όσο και η ενδογενής οδός απόπτωσης 
εμφανίζεται στα γεννητικά κύτταρα μετά την μείωση των επιπέδων της FSH και της 
τεστοστερόνης (Pareek et al., 2007). Ωστόσο, η αύξηση των επιπέδων τεστοστερόνης 
μπορεί να προκαλέσει απόπτωση, μέσα από την δράση του Fas/FasL (Zhou et al.,  
2001). Όσον αφορά τα οιστρογόνα, μελέτες δείχνουν ότι επάγουν την απόπτωση των 
γεννητικών κυττάρων μέσα από την αύξηση της έκφρασης του Fas/FasL (Nair and 
Shaha 2003). 
 
 Απόπτωση γεννητικών κυττάρων επαγόμενη από τοξίνες 
Ένας μεγάλος αριθμός τοξινών έχει ελεγχθεί για τις πιθανές επιπτώσεις τους 
στην επιβίωση των γεννητικών κυττάρων. Ουσίες όπως φθαλικοί εστέρες, 
νιτροβενζόλιο, αιθανόλη, δισφαινόλη Α, lindane, 2-βρωμοπροπάνιο, 2,5-εξανοδιόνη, 
4-τριτ-οκτυλοφαινόλης και διάφορες μορφές ιονίζουσας ακτινοβολίας έχει αποδειχθεί 
ότι επάγουν την απόπτωση, προκαλούν ατροφία των όρχεων και επηρεάζουν 
αρνητικά την ανδρική γονιμότητα (Shaha, 2008). 
 
 Απόπτωση γεννητικών κυττάρων επαγόμενη από τη θερμοκρασία 
Τα γεννητικά κύτταρα για να επιβιώσουν χρειάζονται θερμοκρασία χαμηλότερη 
από αυτή του σώματος και για τον παραπάνω λόγο βρίσκονται στο όσχεο των 
όρχεων. Έτσι οποιαδήποτε έκθεση των γεννητικών κυττάρων σε υψηλή θερμοκρασία 
οδηγεί σε κυτταρική απόπτωση (Shaha et al., 2010). Για παράδειγμα, η κρυψορχία, 
μία πάθηση όπου οι όρχεις εκτίθενται στη θερμοκρασία του σώματος, επηρεάζει τη 
λειτουργία των όρχεων αρνητικά (Bernal-Manas et al., 2005). Μάλιστα με την 
συμμετοχή των πρωτεινών Bcl-2 και Bax (Xu et al., 2000; Zhang et al., 2003), καθώς 
και τη δράση του Fas, η απόπτωση είναι ο βασικός παράγοντας απώλειας γεννητικών 
κυττάρων στον όρχι που πάσχει από κρυψορχία (Yin et al., 2002). 
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 Απόπτωση γεννητικών κυττάρων επαγόμενη από αυτοάνοση ορχίτιδα 
Η αυτοάνοση ορχίτιδα είναι μια φλεγμονή των όρχεων που οδηγεί σε 
εκφυλισμό και απόπτωση των γεννητικών κυττάρων (Tung, 1995). Πρόσφατα, 
αποδείχθηκε ότι οι πρωτεΐνες Bax και Bcl-2 είναι οι κύριοι ρυθμιστές του 
προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου σε αυτή την περίπτωση (Thea et al., 2006). 
 
 Απόπτωση στη τελική διαφοροποίηση των σπερματοζωαρίων 
Η τελική φάση διαφοροποίησης των σπερματοζωαρίων παρουσιάζει πολλές 
μορφολογικές και βιοχημικές ομοιότητες με την απόπτωση. Ωστόσο, οι αποπτωτικές 
πρωτεΐνες (π.χ. κασπάση 3), αντί να προκαλούν τον θάνατο του συνολικού κυττάρου, 
εξαλείφουν ορισμένα κυτταροπλασματικά συστατικά, παράγοντας έτσι ένα 
εξειδικευμένο ζωντανό κύτταρο. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 1. Διαγραμματική απεικόνιση απόπτωσης στα σπερματοζωάρια  και σχηματισμού 
ελεύθερου DNA. 
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1.5 Απόπτωση και Υπογονιμότητα 
 
Πολλές μελέτες καταδεικνύουν την ύπαρξη συσχέτισης μεταξύ απόπτωσης και 
ανδρικής υπογονιμότητας (Oosterhuis et al., 2000; Oehninger et al., 2003; Sakkas et 
al., 2003; Taylor et al., 2004). Ωστόσο οι ακριβείς μηχανισμοί της επίδρασης της 
απόπτωσης στην γονιμότητα παραμένουν αδιευκρίνιστοι (Agarwal and Said, 2005).  
Σχετικά υψηλά ποσοστά απόπτωσης έχουν αναφερθεί σε δείγματα που 
πάρθηκαν από βιοψίες όρχεων υπογόνιμων ανδρών (Lin et al., 1997; Jurisicova et al., 
1999). Επιπρόσθετα, δείγματα σπέρματος υπογόνιμων ανδρών φαίνεται να έχουν 
περισσότερα αποπτωτικά κύτταρα συγκριτικά με δείγματα υγιών ατόμων (Taylor et 
al., 2004). Ακόμη, κατά την κρυοσυντήρηση δειγμάτων σπέρματος, οι κασπάσες που 
εντοπίζονται στο σπέρμα υπογόνιμων ανδρών ενεργοποιούνται περισσότερο 
συγκριτικά με δείγματα γόνιμων δοτών (Grunewald et al., 2005Β).  
Παρόλα αυτά, δεν είναι σαφές εάν οι δείκτες απόπτωσης που ανιχνεύονται σε 
σπερματοζωάρια είναι τα υπολείμματα μιας αποτυχημένης αποπτωτικής διαδικασίας 
που ξεκίνησε πριν από την εκσπερμάτιση ή η  απόπτωση ξεκίνησε μετά την 
εκσπερμάτιση (Sakkas et al., 1999a, b; Tesařík et al., 2002; Lachaud et al., 2004). 
 
1.6 Σύσταση σπέρματος και φυσιολογικοί παράμετροι 
 
Το σπέρμα είναι υγρό, παχύρευστο, υπόλευκο με χαρακτηριστική οσμή. Ένα 
δείγμα σπέρματος σε ποσοστό μόλις 2-3% αποτελείται από σπερματοζωάρια, ενώ το 
υπόλοιπο χαρακτηρίζεται ως σπερματικό πλάσμα. Το σπερματικό πλάσμα παράγεται 
κυρίως από τις σπερματοδόχες κύστεις (60%), 20% από τον προστάτη και το 
υπόλοιπο 20% από σπερματικούς πόρους, τους βολβοουρηθραίους αδένες, τους 
ουρηθρικούς αδένες, την επιδιδυμίδα και τους όρχεις.  
 
Η ανάλυση του σπέρματος αποτελεί την κύρια μέθοδο εκτίμησης της ανδρικής 
υπογονιμότητας. Σύμφωνα με τα κριτήρια που έχει θεσπίσει ο Παγκόσμιος 
Οργανισμός Υγείας (Π.Ο.Υ., 2010), τα χαρακτηριστικά του φυσιολογικού δείγματος 
σπέρματος από αυνανισμό είναι:  
α) Όγκος: 1,5- 6 ml 
β) Αριθμός σπερματοζωαρίων: τουλάχιστον 15.000.000 ανά ml 
γ) Συνολικός αριθμός σπερματοζωαρίων: τουλάχιστον 39.000.000  
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δ) Ποσοστό σπερματοζωαρίων στο δείγμα με ταχεία προωθητική κίνηση: 
τουλάχιστον 32% (a+b˃32%) 
ε) Τουλάχιστον 4% των σπερματοζωαρίων με φυσιολογική μορφολογία 
 
Διαταραχές του αριθμού, της κινητικότητας ή και της μορφολογίας των 
σπερματοζωαρίων υποδηλώνουν κάποιου βαθμού ανδρικής υπογονιμότητας. 
Συγκεκριμένα, διακρίνουμε τις παρακάτω παθήσεις: 
 Ολιγοσπερμία: Μείωση του αριθμού των σπερματοζωαρίων κάτω από το όριο 
των 15 εκατομμυρίων/ml ή κάτω των 39 εκατομμυρίων συνολικά 
 Ασθενοσπερμία: Μείωση της προωθητικής κινητικότητας των 
σπερματοζωαρίων κάτω του 32% 
 Τερατοσπερμία: Μείωση του ποσοστού των σπερματοζωαρίων με 
φυσιολογική μορφολογία κάτω του 4%  
 Ολιγοασθενοτερατοσπερμία: Ταυτόχρονη μείωση του αριθμού, της 
κινητικότητας και του ποσοστού φυσιολογικών μορφών σπερματοζωαρίων 
στο σπέρμα, που αποτελεί και την πιο συχνή διαταραχή 
 Αζωοσπερμία: Δεν παρατηρούνται σπερματοζωάρια στο σπέρμα 
 Ασπερμία: Δεν γίνεται εκσπερμάτιση 
 
Σε υπογόνιμα ζευγάρια, σε περιπτώσεις που οι παράμετροι του σπέρματος είναι 
φυσιολογικοί εφαρμόζεται η κλασσική εξωσωματική γονιμοποίηση (IVF). Ωστόσο, η 
μικρογονιμοποίηση (ICSI) εφαρμόζεται σε περιπτώσεις που το σπέρμα δεν είναι 
καλής ποιότητας (μειωμένος αριθμός<15 εκ/ml, χαμηλή κινητικότητα a+b<30%, 
κακή μορφολογία). Επίσης, μικρογονιμοποίηση μπορεί να εφαρμοστεί σε 
περιπτώσεις προηγούμενης φτωχής ή αποτυχίας γονιμοποίησης μετά από κλασική 
εξωσωματική (IVF).  
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2. ΣΚΟΠΟΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 
 
Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν να ανιχνευθεί και να μετρηθεί η ποσότητα 
του ελεύθερου DNA σπερματικού πλάσματος σε δείγματα ανδρών που υποβλήθηκαν 
είτε σε IVF είτε σε ICSI. Αυτό πραγματοποιήθηκε με τη χρήση PCR πραγματικού 
χρόνου, ενισχύοντας τον πολλαπλασιασμό ενός συντηρητικού γονιδίου 
(«housekeeping gene»), του GAPDH, το οποίο εκφράζεται σε όλα τα κύτταρα του 
ανθρώπινου οργανισμού. Ως μάρτυρας  χρησιμοποιήθηκε το δείγμα σπέρματος που 
εμφάνισε τη μεγαλύτερη τιμή Ct (μικρότερη ποσότητα ελεύθερου DNA) του οποίου 
η τιμή διαιρέθηκε με τον συνολικό αριθμό σπερματοζωαρίων (όγκος x 
συγκέντρωση). Ο λόγος αυτός ορίστηκε ως τιμή αναφοράς. Στα υπόλοιπα δείγματα, 
που είχαν μικρότερη τιμή Ct, άρα περισσότερο DNA, προσδιορίστηκε η τιμή τους με 
βάση την τιμή αναφοράς προσαρμόζοντας και τον αντίστοιχο συνολικό αριθμό των 
σπερματοζωαρίων τους. Τέλος, διεξήχθη έλεγχος για πιθανή συσχέτιση της 
ποσότητας ελεύθερου DNA του σπερματικού πλάσματος με τις παραμέτρους του 
σπέρματος, της γονιμοποίηση και της ποιότητα των εμβρύων. 
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
3.1 Δειγματοληψία 
 
Συλλέχθηκαν 84 δείγματα σπέρματος. Χαρακτηριστικά, τα δείγματα 
προέρχονταν από άνδρες που οι ίδιοι ή οι σύζυγοι τους αντιμετωπίζανε προβλήματα 
υπογονιμότητας και υποβλήθηκαν είτε σε κλασσική εξωσωματική γονιμοποίηση 
(IVF) είτε σε μικρογονιμοποίηση (ICSI). Ταυτόχρονα για το κάθε δείγμα 
καταγράφηκαν οι παρακάτω πληροφορίες που αφορούσαν τον εκάστοτε άνδρα: 
 Ηλικία  
 Δείκτης μάζας σώματος (ΒΜΙ), ο οποίος υπολογίστηκε από τον τύπο:              
          
        
 και η αξιολόγηση γίνεται ως εξής: τιμές ΒΜΙ μέχρι 18,5 → 
Λιπόβαρης, ΒΜΙ από 18,5 έως 25 → Κανονικό Βάρος, ΒΜΙ από 25,1 έως 30 
→ Υπέρβαρος και ΒΜΙ μεγαλύτερο από 30 → Παχύσαρκος  
 Όγκος σπέρματος (ml) 
 Συγκέντρωση σπερματοζωαρίων (106/ml) 
 Συνολικός αριθμός σπερματοζωαρίων στο δείγμα (Συγκέντρωση 
σπερματοζωαρίων × Όγκος σπέρματος) 
 Ποσοστό σπερματοζωαρίων στο δείγμα με ταχεία προωθητική κίνηση 
(Progressive motility, PRM) (WHO 2010) 
 Ποσοστό σπερματοζωαρίων στο δείγμα με επιτόπια κίνηση (Non progressive 
motility, NPR) (WHO 2010) 
 Ποσοστό ακίνητων σπερματοζωαρίων στο δείγμα (Imotility, IM) (WHO 
2010) 
 Ποσοστό γονιμοποίησης ωαρίων (Fertilization Rate, FR):  
                   
                              
     
 Ποσοστό διαιρεμένων εμβρύων (Cleavage Rate, CR): 
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 Η ποιότητα των εμβρύων αξιολογείται με τους παρακάτω δείκτες (όσο 
μεγαλύτερη τιμή τόσο καλύτερη ποιότητα και τόσο μεγαλύτερος αριθμός 
εμβρύων): 
 CES (Cumulative Embryo Score): προκύπτει από το άθροισμα της 
βαθμολογίας του καθενός εμβρύου (Anifandis et al., 2010) 
 MSEQ (Mean Score of Embryo Quality): προκύπτει από την διαίρεση του 
CES με τον συνολικό αριθμό διαιρούμενων εμβρύων (Anifandis et al., 
2010) 
 MSET (Mean Score of Embryo Transfer): προκύπτει από τη διαίρεση του 
αθροίσματος της βαθμολογίας των εμβρύων που μεταφέρθηκαν στη 
γυναίκα με τον συνολικό αριθμό των μεταφερθέντων εμβρύων (Anifandis 
et al., 2010) 
 
3.2 Απομόνωση σπερματικού πλάσματος και Συντήρηση δειγμάτων 
 
Από το εκάστοτε δείγμα σπέρματος 0,5 ml τοποθετούνται σε eppendorf και 
αφήνονται σε θερμοκρασία δωματίου για περίπου 20 λεπτά προκειμένου να 
ρευστοποιηθούν. Το δείγμα εξετάζεται τόσο μακροσκοπικά (μέτρηση όγκου με τη 
χρήση γυάλινων πιπετών), όσο και μικροσκοπικά (προσδιορισμός συγκέντρωσης με 
τη χρήση πλάκας Makler, προσδιορισμός ακίνητων σπερματοζωαρίων και 
σπερματοζωαρίων με ταχεία προωθητική και επιτόπια κίνηση, WHO, 2010).  
Αρχικά, το δείγμα φυγοκεντρείται στις 2000 rpm για 10 λεπτά. Στο τέλος της 
φυγοκέντρησης σχηματίζονται σε κάθε σωληνάριο δύο φάσεις: α) το υπερκείμενο, το 
οποίο είναι το σπερματικό πλάσμα και β) το ίζημα, στο οποίο καθιζάνουν όλα τα 
κύτταρα του σπέρματος (σπερματοζωάρια, λευκά αιμοσφαίρια).  
Στη συνέχεια, το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο eppendorf και 
φυγοκεντρείται ξανά στις 2500 rpm για 10 λεπτά. Το υπερκείμενο μοιράζεται και 
μεταφέρεται σε δύο νέα eppendorfs, τα οποία αποθηκεύονται στους -20οC για 
μελλοντική χρήση. Το υλικό ενός από τα δύο eppendorf θα αναλυθεί, το δεύτερο θα 
παραμείνει αποθηκευμένο. 
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α)            β)  
Εικόνα 2: α) Παρουσίαση φυγοκέντρησης eppendorfs. β) Απεικόνιση αποτελέσματος 
φυγοκέντρησης σπέρματος (κάτω διακρίνεται το ίζημα και πάνω το σπερματικό πλάσμα). 
 
3.3 Προετοιμασία δειγμάτων για real-time PCR 
 
Ένα από τα δύο eppendorf του εκάστοτε δείγματος αφήνεται σε θερμοκρασία 
δωματίου για τουλάχιστον 20 λεπτά, προκειμένου να αποψυχθεί. Έπειτα, ανακινείται 
ελαφρά στο vortex για λίγα δευτερόλεπτα, ώστε να γίνει ομοιόμορφη η κατανομή 
του.  Στη συνέχεια, σε μικρό eppendorf τοποθετούνται 10 μl σπερματικό πλάσμα και 
40 μl απεσταγμένο νερό (water for injection, QIAGEN, DNA-RNA free), έτσι 
πραγματοποιείται αραίωση 1/5 για καθένα από τα δείγματα σπερματικού πλάσματος. 
Τα eppendorfs με το αραιωμένο πλέον σε νερό σπερματικό πλάσμα επωάζονται σε 
υδατόλουτρο 100οC για 10 λεπτά, με σκοπό να επιτευχθεί μετουσίωση των 
πρωτεϊνών που δεσμεύουν το ελεύθερο DNA και να αποδεσμευτεί από αυτές. Μετά 
το πέρας, των 10 λεπτών, τα eppendorfs τοποθετούνται απευθείας σε πάγο, ώστε να 
παραμείνει το ελεύθερο DNA δίχως ιστόνες και τυχόν άλλες πρωτεΐνες.  
 
3.4 GAPDH γονίδιο και Εκκινητές 
 
To γονίδιο GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) κωδικοποιεί 
ένα ένζυμο μεγέθους περίπου 37 kDa, το οποίο παίζει σπουδαίο ρόλο στη γλυκόλυση. 
Συγκεκριμένα, καταλύει το έκτο στάδιο της γλυκόλυσης, μετατρέποντας την 3-
φωσφορική γλυκεραλδεΰδη (glyceraldehyde 3-phosphate) σε 1,3-διφωσφορικό 
γλυκορικό (D-glycerate 1,3-bisphosphate). Το συγκεκριμένο στάδιο είναι μείζονος 
σημασίας για την παραγωγή ενέργειας στα ευκαρυωτικά κύτταρα. Ωστόσο, πέρα από 
τη συμμετοχή του σε μεταβολικές διαδικασίες, όπως η γλυκόλυση, πρόσφατα 
βρέθηκε ότι λαμβάνει μέρος και σε μη μεταβολικές διαδικασίες, όπως η έναρξη της 
μεταγραφής και η επαγωγή της απόπτωσης (Tarze et al., 2007). 
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Το γονίδιο GAPDH κατατάσσεται στην κατηγορία των «housekeeping genes». 
Αυτά τα γονίδια είναι ιδιαίτερα συντηρητικά, εκφράζονται σε όλα τα κύτταρα ενός 
οργανισμού (φυσιολογικά και παθολογικά), καθώς είναι απαραίτητα για την επίτευξη 
βασικών κυτταρικών διαδικασιών (Butte et al., 2001). Μάλιστα, η έκφραση του 
GAPDH δεν εμφανίζει αποκλίσεις ανάλογα με το φύλο και την ηλικία ενός ατόμου 
(Barber et al., 2005).  
Η εξακρίβωση της ύπαρξης ελεύθερου DNA στο σπερματικό πλάσμα και η 
ποσοτικοποίηση του έγινε με την ανίχνευση έκφρασης του γονιδίου GAPDH. 
Χρησιμοποιήθηκαν ειδικοί εκκινητές για την πολλαπλασιασμό του γονιδίου μέσω της 
real-time PCR που δίνουν προϊόν (PCR product) 183 ζευγών βάσεων (Invitrogen). 
 O GAPDH forward primer-εκκινητής έχει μοριακό βάρος 7433,8 μg/μmole και 
ακολουθία: TGGTATCGTGGAAGGACTCATGAC (Invitrogen), ενώ ο GAPDH 
reverse primer-εκκινητής έχει μοριακό βάρος 7305,3 μg/μmole και ακολουθία: 
ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC (Invitrogen). Στον forward primer-εκκινητή 
η επιμήκυνση έχει κατεύθυνση 5→3, ενώ στον reverse primer-εκκινητή 3→5. 
 
3.5 real-time PCR 
 
Η real-time PCR, δηλαδή η PCR πραγματικού χρόνου, πρωτοεμφανίστηκε το 
1992 από τους Higuski και τους συνεργάτες του και αποτελεί παραλλαγή της 
κλασσικής PCR.  
Η real-time PCR είναι μία ημιποσοτική αντίδραση PCR κατά την οποία ο 
πολλαπλασιασμός του DNA στόχου και η ανίχνευση του προϊόντος γίνονται 
ταυτόχρονα, διότι το προϊόν που παράγεται συνδέεται με φθορίζουσα χρωστική, η 
οποία ανιχνεύεται από το οπτικό σύστημα του ειδικού κυκλοποιητή που 
χρησιμοποιείται στη real-time PCR. Με το όργανο αυτό καταγράφεται η κινητική του 
πολλαπλασιασμού του DNA, καθώς η ένταση του σήματος του φθορισμού 
αντανακλά το ποσό του νεοσυντιθέμενου DNA.  
Κατά τη διάρκεια της αντίδρασης PCR, μία ουδός (threshold)-σήμα 
φθορίζουσας χρωστικής καθορίζει σε πιο σημείο όλα τα δείγματα μπορούν να 
συγκριθούν. Ο αριθμός των κύκλων PCR που απαιτούνται για να παράγουν αρκετό 
σήμα φθορίζουσας χρωστικής που θα φθάσει σε αυτή την ουδό, δηλαδή ο αριθμός 
των κύκλων όπου ο φθορισμός υπερβαίνει την ουδό χαρακτηρίζεται ως κύκλος ουδού 
(Cycle threshold, Ct).  
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Κατά τη διάρκεια της εκθετικής φάσης ενίσχυσης-πολλαπλασιασμού του DNA, 
η αλληλουχία του DNA-στόχου διπλασιάζεται σε κάθε κύκλο. Για παράδειγμα, ένα 
δείγμα DNA του οποίου το Ct προηγείται ενός άλλου δείγματος κατά 3 κύκλους 
περιείχε 23 = 8 φορές περισσότερα αντίγραφα DNA. Οι τιμές Ct εξαρτώνται απόλυτα 
από το αρχικό ποσό ελεύθερου DNA του δείγματος. Χαρακτηριστικά, όσο πιο μικρή 
τιμή έχει το Ct, τόσο περισσότερο ελεύθερο DNA υπάρχει σε ένα δείγμα, δηλαδή 
τόσο πιο γρήγορα ξεκινά να εμφανίζονται PCR-προϊόντα (Stephen et al., 2009).  
Στο συγκεκριμένο πείραμα χρησιμοποιήθηκε η φθορίζουσα χρωστική SYBR 
Green, η οποία προσδένεται στο DNA.  Το σύμπλοκο DNA-χρωστική απορροφά το 
μπλε φως (μήκος κύματος λ = 497 nm) και εκπέμπει πράσινο φως (λ = 520 nm). Η 
SYBR Green προσδένεται κυρίως σε δίκλωνο DNA, αλλά και σε μονόκλωνο DNA 
και RNA με χαμηλότερη απόδοση (Zipper et al., 2004). 
 
Η διεξαγωγή της real-time PCR έγινε στο μηχάνημα Rotor-Gene RG-
3000→Corbett RESEARCH και χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω αντιδραστήρια: 
 Quantifast SYBR Green PCR Kit (Qiagen) 
 GAPDH forward primer-εκκινητής (Invitrogen) 
 GAPDH reverse primer-εκκινητής (Invitrogen) 
 Απεσταγμένο νερό (water for injection, QIAGEN, DNA-RNA free) 
 Δείγμα σπερματικού πλάσματος που έχει επεξεργαστεί σύμφωνα με το 2.3.  
 
Συγκεκριμένα, σε κάθε σωληνάριο (PCR tube) εισάγονται 10 μl Quantifast 
SYBR Green PCR Kit, 1,5 μl GAPDH forward primer, 1,5 μl GAPDH reverse 
primer, 3μl απεσταγμένο νερό και 5 μl δείγμα σπερματικού πλάσματος που έχει 
επεξεργαστεί σύμφωνα με το 2.3. 
Επίσης, για την επαλήθευση των αποτελεσμάτων και για την εξακρίβωση 
πιθανής επιμόλυνσης των υλικών χρησιμοποιείται σε κάθε πείραμα αρνητικός 
μάρτυρας, όπου προστίθενται όλα τα παραπάνω υλικά αλλά αντί του δείγματος 
προστίθεται απεσταγμένο νερό.   
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  Εφαρμόστηκε το ακόλουθο πρόγραμμα:  
 Hold Ι: στους 95οC για 3 λεπτά, για αποδιάταξη του DNA και διαχωρισμό της 
δίκλωνης αλυσίδας (denaturation) 
 Cycling: στους 95οC για 10 δευτερόλεπτα, 55οC για 10 δευτερόλεπτα και 
72
ο
C για 20 δευτερόλεπτα, ώστε να γίνει η σύνδεση των εκκινητών με τις 
συμπληρωματικές τους αλληλουχίες στο DNA (primer annealing) 
 Hold II: στους 72οC για 5 λεπτά, ώστε να πραγματοποιηθεί επιμήκυνση των 
συνδεδεμένων εκκινητών και σύνθεση DNA (extension) 
 Melt: όπου από τους 65οC πάει στους 95οC. 30 δευτερόλεπτα διαρκεί το 1ο 
στάδιο και στη συνέχεια κάθε δευτερόλεπτο αυξάνει η θερμοκρασία κατά 
1
o
C. 
        Το στάδιο του cycling επαναλαμβάνεται για 45 κύκλους και ο συνολικός χρόνος 
για 45 κύκλους είναι 130 λεπτά. Τα αποτελέσματα της real-time PCR προβάλλονται 
σε χαρακτηριστικό γράφημα (Εικόνα 3).  
 
Εικόνα 3. Διακρίνονται οι καμπύλες σύντηξης για διάφορα προϊόντα PCR (κάθε προϊόν 
συμβολίζεται με διαφορετικό χρώμα). Σε κάποια δείγματα έχει ενισχυθεί το επιθυμητό 
γονίδιο (ροζ, μπλε), ενώ σε κάποια άλλα δεν έχει ενισχυθεί (πράσινο, πορτοκαλί). Η κορυφή 
σύντηξης που παρουσιάζεται με βέλος απεικονίζει την κορυφή που προκαλείται από διμερή 
εκκινητή (primmer dimers). 
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3.6 Ηλεκτροφόρηση προϊόντος PCR σε πήκτωμα αγαρόζης 
        
 Η επιβεβαίωση του προϊόντος της real-time PCR και η εξακρίβωση ότι 
επεκτάθηκε το επιθυμητό τμήμα DNA χωρίς να έχει γίνει επιμόλυνση, γίνεται με 
ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 2% και χρώση με βρωμιούχο αιθίδιο. Για την 
κατασκευή του πηκτώματος χρησιμοποιούνται τα παρακάτω υλικά στις ακόλουθες 
ποσότητες: 
 2 gr αγαρόζη (Agarose electrophoresis grade, Invitrogen) 
 100 ml διάλυμα 1x TBE (TBE Buffer, AccuGene) 
 5 μl βρωμιούχο αιθίδιο (Ethidium bromide solution, Invitrogen) 
 
Στο πήκτωμα φορτώνονται 5 μl προϊόν PCR μαζί με 3 μl χρωστική (Gel Pilot 
Loading dye, QIAGEN). Ταυτόχρονα φορτώνονται 5 μl μάρτυρας 100 ζευγών 
βάσεων (Gel Pilot 100 bp ladder, QIAGEN).  
Σε περίπτωση που έχει ενισχυθεί το γονίδιο GAPDH αναμένεται να 
παρατηρηθεί μία ζώνη περίπου στα 200 ζεύγη βάσεων, καθώς το προϊόν PCR έχει 
μέγεθος 183 ζεύγη βάσεων (Εικόνα 4). Επίσης, στη real-time PCR αρκετά συχνά 
εμφανίζεται το primer dimer, δηλαδή σχηματίζονται διμερή εκκινητών τα οποία 
γίνονται αντιληπτά κατά την ηλεκτροφόρηση σαν αχνή ζώνη κάτω από τα 100 ζεύγη 
βάσεων. 
 
Εικόνα 4. Ενδεικτικά παρουσιάζονται (από αριστερά προς τα δεξιά) τέσσερα δείγματα 
ελεύθερου DNA σπερματικού πλάσματος στα οποία έχει ενισχυθεί το γονίδιο GAPDH. Στο 
πέμπτο πηγαδάκι έχει φορτωθεί αρνητικός μάρτυρας και στο τελευταίο ο μάρτυρας 100 
ζευγών βάσεων. Στα δείγματα είναι ευδιάκριτη η ζώνη των 200 ζευγών βάσεων, ενώ σε όλα 
τα δείγματα ακόμη και στον αρνητικό μάρτυρα εμφανίζεται primer dimmer.  
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3.7 Ανάλυση αποτελεσμάτων real time – PCR 
 
Τα αποτελέσματα αναλύθηκαν μέσω προγράμματος του Rotor Gene Corbett 
software με ουδό-threshold 0,02, όπου λήφθηκαν οι τιμές Ct για καθένα δείγμα 
(Εικόνα 5). Ως μάρτυρας  χρησιμοποιήθηκε το δείγμα σπέρματος που εμφάνισε τη 
μεγαλύτερη τιμή Ct (μικρότερη ποσότητα ελεύθερου DNA) του οποίου η τιμή 
διαιρέθηκε με τον συνολικό αριθμό σπερματοζωαρίων (όγκος x συγκέντρωση). Ο 
λόγος αυτός ορίστηκε ως τιμή αναφοράς. Στα υπόλοιπα δείγματα, που είχαν 
μικρότερη τιμή Ct, άρα περισσότερο DNA, προσδιορίστηκε η τιμή τους με βάση την 
τιμή αναφοράς προσαρμόζοντας και τον αντίστοιχο συνολικό αριθμό των 
σπερματοζωαρίων τους. Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων έγινε με χρήση 
μέσης τιμής, t-test και έλεγχο συσχέτισης (Pearson correlation test) του στατιστικού 
προγράμματος SPSS.17v. 
 
 
Εικόνα 5. Χαρακτηριστική απεικόνιση των αποτελεσμάτων της real-time  PCR με χρήση 
Rotor Gene Corbett software. 
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  
 
Πραγματοποιήθηκε συλλογή 84 δειγμάτων σπερματικού πλάσματος από άνδρες 
που οι ίδιοι ή οι σύζυγοι τους αντιμετωπίζανε προβλήματα υπογονιμότητας και 
καταφύγανε είτε στην κλασσική εξωσωματική γονιμοποίηση (IVF) είτε στη 
μικρογονιμοποίηση (ICSI). Όπως φαίνεται στον πίνακα 3, όπου παρουσιάζονται οι 
μέσες τιμές των στοιχείων που αφορούν τα δείγματα, αυτά προήλθαν από άνδρες οι 
οποίοι κατά μέσο όρο ήταν 39 ετών, υπέρβαροι με δείκτη μάζας σώματος 28. 
Μάλιστα, στα δείγματά τους εντοπίστηκε κατά μέσο όρο 36 φορές περισσότερο 
ελεύθερο σπερματικού πλάσματος DNA συγκριτικά με τον μάρτυρα.  
 
 Πίνακας 3. Παρουσίαση μέσων τιμών στοιχείων που αφορούν όλα τα δείγματα. 
 
Στη συνέχεια, τα δείγματα διαχωρίστηκαν σε δύο επιμέρους κατηγορίες:               
α) άνδρες από ζευγάρια που καταφύγανε σε κλασσική εξωσωματική γονιμοποίηση 
(ομάδα IVF) και β) άνδρες από ζευγάρια που καταφύγανε σε μικρογονιμοποίηση 
(ομάδα ICSI). Οι σχετικές μέσες τιμές των στοιχείων για τις δύο ομάδες 
παρουσιάζονται στον πίνακα 4.  
 
Μέση τιμή ± Τυπική απόκλιση 
(Mean ± Std. Error) 
Ηλικία 39,1 ± 0,6 
ΒΜΙ (kg/m2) 27,7 ± 0,4 
Όγκος σπέρματος (ml) 3,4 ± 0,2 
Συγκέντρωση σπέρματος (106/ml) 40,8 ± 3,7 
Συνολικός αριθμός σπερματοζωαρίων  
(Όγκος x Συγκέντρωση) (εκατομμύρια) 
133,3 ± 13,7 
PRM (%) 54,1 ± 2,3 
NPR (%) 13,7 ± 1,1 
IM (%) 32,0 ± 2,3 
FR (%) 69,6 ± 3,2 
CR (%) 81,8 ± 3,5 
CES (Cumulative Embryo Score) 25,8 ± 2,5 
MSEQ (Mean Score of Embryo Quality) 8,1 ± 0,4 
Ct (cycle threshold, Κύκλος PCR) 28,4 ± 0,3 
Ελεύθερο σπερματικού πλάσματος DNA (πόσο 
περισσότερο συγκριτικά με τον μάρτυρα)  
36,9 ± 15,5 
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Πίνακας 4. Παρουσίαση μέσων τιμών στοιχείων που αφορούν τα δείγματα ανδρών από 
ζευγάρια που καταφύγανε σε IVF και ICSI. Όπου NS δεν εντοπίζεται στατιστικά σημαντική 
διαφορά ως προς την εκάστοτε παράμετρο ανάμεσα στην ομάδα IVF και στην ομάδα ICSI. 
 IVF ICSI P-value 
 N=53 N=31  
Ηλικία ανδρών 39,09 + 0,7 39,09 + 0,9 NS 
Ηλικία συζύγου 37,03 + 0,7 34,48 + 0,9 0,04 
BMI ανδρών (kg/m2) 27,86 + 0,5 27,47 + 0,6 NS 
BMI συζύγων (kg/m2) 24,31 + 0,6 25,66 + 1 NS 
Μέρες αποχής 3,12 + 0,2 3,41 + 0,3 NS 
Όγκος σπέρματος (ml) 3,2 + 0,2 3,7 + 0,3 NS 
Συγκέντρωση σπέρματος 
(10
6
/ml) 
59,22 + 4 9,29 + 1,9 <0,01 
Συνολικός αριθμός 
σπερματοζωαρίων (Όγκος x 
Συγκέντρωση) (εκατομμύρια) 
192,11 + 16,6 32,84 + 7,7 <0,01 
PRM (%) 62,49 + 2,2 39,67 + 3,6 <0,01 
NPM (%) 13,18 + 1,3 14,64 + 1,9 NS 
IM (%) 24,32 + 1,7 45,22 + 4,1 <0,01 
FR (%) 67,13 + 4,1 73,74 + 4,7 NS 
MSET 8,39 + 0,5 10 + 0,4 0,034 
Ελεύθερο σπερματικού 
πλάσματος DNA (πόσο 
περισσότερο συγκριτικά με 
τον μάρτυρα) 
3,36 + 0,4 93,02 + 39,8 <0,001 
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Όπως ήταν αναμενόμενο, στην ομάδα ανδρών που έγινε μικρογονιμοποίηση, η 
συγκέντρωση σπερματοζωαρίων, ο συνολικός αριθμός και το ποσοστό ταχείας 
προωθητικής κίνησης κατά μέσο όρο εμφανίζουν χαμηλότερες τιμές από τις 
αντίστοιχες φυσιολογικές παραμέτρους που έχει θεσπίσει ο Παγκόσμιος Οργανισμός 
Υγείας (WHΟ). Ιδιαίτερα μεγάλος αριθμός ακίνητων σπερματοζωαρίων εντοπίζονται 
στην ομάδα ICSI συγκριτικά με την ομάδα IVF. Επιπρόσθετα, στα δείγματα 
σπερματικού πλάσματος της ομάδας ICSI ανιχνεύεται κατά μέσο όρο 93 φορές 
περισσότερο ελεύθερο DNA σε σχέση με τον μάρτυρα, ενώ στα αντίστοιχα της 
ομάδας IVF μόνο 3,5 φορές περισσότερο. 
Επίσης, πραγματοποιήθηκε συσχέτιση μεταξύ όλων των δεδομένων που 
συλλέχθηκαν για τα δείγματα και τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στον πίνακα 5. 
Αξίζει να αναφερθεί ότι κατά την ύπαρξη θετικής συσχέτισης (+), όσο αυξάνεται η 
μία παράμετρος αυξάνεται και η άλλη, ενώ κατά την αρνητική συσχέτιση (-), όσο 
αυξάνεται η μία παράμετρος μειώνεται η άλλη. Συγκεκριμένα, όπου υπάρχει 
συσχέτιση μεταξύ ελεύθερου DNA και των παραμέτρων του σπέρματος, της 
γονιμοποίησης και της ποιότητας των εμβρύων, τα δεδομένα παρουσιάζονται με 
έντονη γραμματοσειρά.  
 
Πίνακας 5. Απεικόνιση συσχετίσεων όλων των δεδομένων που αφορούν τα δείγματα.  
 Ελεύθερο σπερματικού πλάσματος DNA 
Συντελεστής συσχέτισης (P-value)  
Ηλικία     -0,056 (0,613) 
ΒΜΙ (kg/m2)      0,058 (0,605) 
Όγκος (ml)     -0,072 (0,516) 
Συγκέντρωση (106/ml)                         -0,283 (0,017)  
Ολικός αριθμός σπερματοζωαρίων 
(εκατομμύρια) 
                        -0,260 (0,017)  
PRM (%)    -0,256 (0,019)  
NPR (%)     -0,102 (0,361)  
IM (%)     0,323 (0,003)  
FR (%)    -0,204 (0,065) 
CR (%)     0,003 (0,978) 
CES    -0,104 (0,305) 
MSEQ     0,058 (0,601) 
MSET      0,025 (0,824) 
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Σύμφωνα με τον πίνακα 5 που αφορά το σύνολο των δειγμάτων εντοπίζεται 
αρνητική συσχέτιση μεταξύ ελεύθερου DNA σπερματικού πλάσματος και ορισμένων 
παραμέτρων του σπέρματος, όπως η συγκέντρωση (p=0,017), ο συνολικός αριθμός 
σπερματοζωαρίων (p=0,017) και ο αριθμός σπερματοζωαρίων με ταχεία προωθητική 
κίνηση (p=0,019). Ενώ, το ελεύθερο DNA φαίνεται να σχετίζεται θετικά με τον 
αριθμό ακίνητων σπερματοζωαρίων (p=0,003). Τα παραπάνω αποτελέσματα ήταν 
σχετικά αναμενόμενα, καθώς τόσο η τιμή αναφοράς που χρησιμοποιείται για τον 
προσδιορισμό της αναλογίας ελεύθερου DNA σπερματικού πλάσματος στα δείγματα 
όσο και οι σχετικές ποσότητες ελεύθερου DNA σπερματικού πλάσματος στα 
δείγματα προκύπτουν από την διαίρεση με τον συνολικό αριθμό σπερματοζωαρίων 
του κάθε δείγματος σπέρματος. Συνεπώς, περικλείουν τις παραμέτρους του 
σπέρματος. Ωστόσο, στο σύνολο των δειγμάτων δεν παρατηρείται συσχέτιση του 
ελεύθερου DNA σπερματικού πλάσματος με τις παραμέτρους γονιμοποίησης και 
ποιότητας των εμβρύων. 
Ακόμη, έγινε προσπάθεια συσχέτισης όλων των δεδομένων που αφορούσαν 
δείγματα, τα οποία συλλέχθηκαν από ζευγάρια που καταφύγανε σε κλασσική 
εξωσωματική γονιμοποίηση και σε μικρογονιμοποίηση (Πίνακας 6). 
Όπως παρουσιάζεται και στον Πίνακα 6, στα δείγματα IVF εμφανίζεται 
αρνητική συσχέτιση μεταξύ της αναλογίας ελεύθερου DNA όχι μόνο με ορισμένες 
παραμέτρους του σπέρματος (όγκος, συγκέντρωση, ολικός αριθμός 
σπερματοζωαρίων), αλλά και με το ποσοστό γονιμοποιημένων ωαρίων (p=0,021) και 
με την ποιότητα των εμβρύων που οδηγούνται για εμβρυομεταφορά (p=0,045). 
Επίσης, στην ομάδα IVF εντοπίζεται θετική συσχέτιση ανάμεσα στο ελεύθερο 
σπερματικού πλάσματος DNA και στον δείκτη μάζας σώματος (p=0,036).  
Τέλος, σχετικά με τα δείγματα ICSI (πίνακας 6) δεν εντοπίζεται καμία 
συσχέτιση ανάμεσα στο ελεύθερο σπερματικού πλάσματος DNA και των διαφόρων 
παραμέτρων του σπέρματος, της γονιμοποίησης και της ποιότητας των εμβρύων. 
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Πίνακας 6. Απεικόνιση συσχετίσεων των δεδομένων που αφορούν τα δείγματα από κλασσική 
εξωσωματική γονιμοποίηση (ΙVF) και μικρογονιμοποίηση (ΙCSI). 
  Ελεύθερο σπερματικού πλάσματος DNA 
Συντελεστής συσχέτισης (P-value) 
 IVF ICSI 
Ηλικία   0,003 (0,982)   -0,099 (0,595) 
ΒΜΙ (kg/m2)   0,291 (0,036)     0,134 (0,473) 
Όγκος (ml)  -0,279 (0,045)   -0,179 (0,334) 
Συγκέντρωση (106/ml)   -0,498 (0,000)    -0,312 (0,087) 
Ολικός αριθμός (εκατομμύρια)   -0,675 (0,000)    -0,287 (0,117) 
PRM (%)   -0,043 (0,765)   -0,168 (0,368) 
NPR (%)   -0,129 (0,363)   -0,202 (0,275) 
IM (%)   0,165 (0,243)    0,247 (0,181) 
FR (%)  -0,318 (0,021)    -0,450 (0,061)  
CR (%)  -0,231 (0,099)   -0,041 (0,827) 
CES  -0,229 (0,102)   -0,188 (0,312) 
MSEQ  -0,183 (0,193)    0,076 (0,684) 
MSET -0,272 (0,045)   -0,064 (0,734) 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
Η απόπτωση, μια μορφή προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου,  οδηγεί τα 
κύτταρα σε «αυτοκτονία» μέσα από μια σειρά κυτταρικών, μορφολογικών και 
βιοχημικών μεταβολών. Ώριμα σπερματοζωάρια έχει βρεθεί να εκφράζουν διάφορους 
δείκτες απόπτωσης (Sakkas et al., 1999b; Oosterhuis et al., 2000), παρά το γεγονός 
ότι εμφανίζουν χαμηλή μεταγραφική δραστικότητα και ελάχιστη ποσότητα 
κυτταροπλάσματος (Grunewald et al., 2005a). Ορισμένοι δείκτες απόπτωσης που 
έχουν μελετηθεί σε δείγματα σπέρματος είναι: α) η ύπαρξη ενεργοποιημένης 
κασπάσης-3, β) η απώλεια της ακεραιότητας του δυναμικού της μιτοχονδριακής 
μεμβράνης, γ) ο κατακερματισμός του DNA και δ) η παρουσία ελεύθερου DNA 
σπερματικού πλάσματος (Evenson et al., 2002; Paasch et al., 2004a,b; Chou et al., 
2004).  
Το ελεύθερο DNA χρησιμοποιείται ήδη ως καρκινικός δείκτης (Anker et al., 
1999; Leon et al., 1977). Καθώς η σπερματογένεση εμφανίζει αρκετές ομοιότητες με 
τον καρκίνο ως προς τον γρήγορο ρυθμό κυτταρικής ανάπτυξης και διαίρεσης, η 
ανίχνευση μαρτύρων «ελαττωματικής» σπερματογένεσης, όπως το ελεύθερο DNA θα 
μπορούσαν να εφαρμοστούν για τη διάγνωση βλαβών του ανδρικού αναπαραγωγικού 
συστήματος.  
Η παρούσα εργασία επαληθεύει την μελέτη του Chou και των συνεργατών του 
(2004), οι οποίοι πρώτοι φορά εντοπίσανε ελεύθερο DNA στο σπερματικό πλάσμα με 
τη μέθοδο της ηλεκτροφόρησης, μιας και προηγουμένως δεν υπήρχαν δεδομένα 
σχετικά με την ύπαρξη αυτού στο σπέρμα. Χαρακτηριστικά, στην παρούσα μελέτη με 
την επίτευξη ενίσχυσης του GAPDH γονιδίου χρησιμοποιώντας real-time PCR σε 
δείγματα σπερματικού πλάσματος, επιβεβαιώνεται η παρουσία ελεύθερου DNA σε 
αυτό. Επίσης, έγινε προσπάθεια συσχέτισης της παρουσίας ελεύθερου DNA 
σπερματικού πλάσματος με τις φυσιολογικές παραμέτρους του σπέρματος, της 
γονιμοποίησης και της ποιότητας των εμβρύων. 
Όσον αφορά την απόπτωση και τις παραμέτρους του σπέρματος, πολλές 
μελέτες καταδεικνύουν την ύπαρξη αρνητικής συσχέτισης μεταξύ της βιωσιμότητας 
και της κινητικότητας με το ποσοστό εμφάνισης αποπτωτικών σπερματοζωαρίων σε 
ένα δείγμα. Με άλλα λόγια, έχει βρεθεί ότι ένα δείγμα το οποίο εμφανίζει μικρό 
ποσοστό αποπτωτικών σπερματοζωαρίων παρουσιάζει καλή βιωσιμότητα, 
μορφολογία και κινητικότητα (Taylor et al., 2004; Said et al., 2005). Αντίστοιχα 
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αποτελέσματα παρουσιάζονται στην εργασία των Chou et al. (2004), όπου 
εντοπίζεται αρνητική συσχέτιση μεταξύ συγκέντρωσης σπερματοζωαρίων και 
ελεύθερου DNA σπερματικού πλάσματος  . 
Όπως φαίνεται και στον Πίνακα 5, από την παρούσα μελέτη προκύπτει ότι 
δείγματα σπέρματος με αυξημένη συγκέντρωση, ολικό αριθμό και κινητικότητα 
φαίνεται να έχουν σχετικά λίγο ελεύθερο DNA στο σπερματικό πλάσμα. Ταυτόχρονα, 
όσο περισσότερα ακίνητα σπερματοζωάρια έχει ένα δείγμα, τόσο περισσότερο 
ελεύθερο DNA ανιχνεύεται στο σπερματικό πλάσμα.  
 
Ελεύθερο σπερματικού πλάσματος DNA και ομάδα IVF 
Σχετικά με την ομάδα IVF (Πίνακας 6), εντοπίζεται θετική συσχέτιση μεταξύ 
του δείκτη μάζας σώματος και της ποσότητας ελεύθερου DNA. Μελέτες αναφέρουν 
ότι η παχυσαρκία επάγει την απόπτωση (Butler et al., 2003) και δημιουργεί 
προβλήματα υπογονιμότητας (Sallmen et al., 2006). Ωστόσο, δεν μπορεί να θεωρηθεί 
ως κανόνας ότι οι παχύσαρκοι άντρες εμφανίζουν περισσότερο ελεύθερο 
σπερματικού πλάσματος DNA, καθώς αντίστοιχη συσχέτιση δεν έχει εντοπιστεί να 
ισχύει για το σύνολο των δειγμάτων.  
Ιδιαίτερα σημαντικά ευρήματα προκύπτουν από: α) την ισχυρή αρνητική 
συσχέτιση του ελεύθερου DΝΑ σπερματικού πλάσματος και του ποσοστού 
γονιμοποίησης και β) την αρνητική συσχέτιση ανάμεσα στο ελεύθερο DΝΑ 
σπερματικού πλάσματος και της ποιότητας των εμβρύων που οδηγήθηκαν προς 
εμβρυομεταφορά (MSET).  
Όπως γίνεται αντιληπτό, αν και τα δείγματα σπέρματος της ομάδας IVF 
εμφανίζουν παραμέτρους αρκετά υψηλότερες από τις αντίστοιχες φυσιολογικές που 
έχει ορίσει ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας (2010), η γονιμοποιητική ικανότητα 
και η ποιότητα των εμβρύων που προκύπτουν από αυτά τα δείγματα μειώνονται 
σημαντικά, όσο αυξάνεται η ποσότητα ελεύθερου DNA στο σπερματικό πλάσμα. Το 
ελεύθερο DNA σε αυτές τις περιπτώσεις μπορεί να προέρχεται από ποικίλες αιτίες, 
όπως: α) απόπτωση, β) ελαττωματική συμπύκνωση χρωματίδων, γ) μειωμένος χρόνος 
ζωής σπερματοζωαρίων και αρκετούς άλλους μηχανισμούς, άγνωστους μέχρι 
στιγμής.  
Συνεπώς, είναι πιθανό σε ορισμένα δείγματα σπέρματος που προορίζονται για 
IVF, η απόπτωση να έχει μόλις ξεκινήσει και να μην έχει ολοκληρωθεί. Έτσι δεν 
γίνεται εξαρχής αντιληπτή, καθώς δεν είναι εμφανή τα αποτελέσματα της, όπως η 
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εμφάνιση ελεύθερου DNA σπερματικού πλάσματος. Ωστόσο, εμφανίζει άμεση 
αρνητική επίδραση στο ποσοστό γονιμοποίησης και στην ποιότητα των εμβρύων.  
Ωστόσο, το βασικό συμπέρασμα που προκύπτει είναι ότι ακόμη και ένα τυπικά 
«καλό» σπέρμα με παραμέτρους υψηλότερες από τις φυσιολογικές (WHO, 2010), 
είναι πιθανό να μην επιφέρει καλά ποσοστά γονιμοποίησης και καλή ποιότητα 
εμβρύων, εξαιτίας απόπτωσης που μόλις έχει ξεκινήσει. Συνεπώς, η ποσότητα του 
σπερματικού πλάσματος DNΑ θα μπορούσε μελλοντικά να αποτελέσει μείζονος 
σημασίας διαγνωστικό δείκτη σε υπογόνιμα ζευγάρια και να προβλέψει πιθανή φτωχή 
απάντηση σε IVF. 
 
Ελεύθερο σπερματικού πλάσματος DNA και ομάδα ICSI 
Στην ομάδα ICSI, δεν έχει βρεθεί καμία συσχέτιση μεταξύ ελεύθερου DNA 
σπερματικού πλάσματος και των παραμέτρων του σπέρματος, της γονιμοποίησης και 
της ποιότητας των εμβρύων (Πίνακας 6). Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι στα 
δείγματα σπερματικού πλάσματος της ομάδας ICSI ανιχνεύεται κατά μέσο όρο 
σχεδόν 93 φορές περισσότερο ελεύθερο DNA σε σχέση με τον μάρτυρα (Πίνακας 4).   
Πιθανολογείται ότι τα δείγματα αυτά εμφανίζουν σε μεγάλο αριθμό 
σπερματοζωάρια με ανώμαλα συμπυκνωμένη χρωματίνη (αποπτωτικά), η οποία έχει 
άμεση αρνητική επίδραση στη συγκέντρωση και κινητικότητα αυτών των δειγμάτων. 
Ωστόσο, η γονιμοποιητική ικανότητα των υπόλοιπων σπερματοζωαρίων του 
δείγματος και η ποιότητα των εμβρύων που προκύπτει από αυτά φαίνεται να μην 
επηρεάζεται αρνητικά. Ταυτόχρονα, με τη διαδικασία της μικρογονιμοποίησης 
επιλέγεται το καλύτερο μορφολογικά σπερματοζωάριο, το οποίο ίσως να είναι το 
λιγότερο αποπτωτικό.  
 
Σύγκριση ποσότητας ελεύθερου DNA σπερματικού πλάσματος μεταξύ ομάδας IVF 
και ομάδας ICSI 
Στα δείγματα σπερματικού πλάσματος της ομάδας ICSI ανιχνεύεται κατά μέσο 
όρο 30 φορές περισσότερο ελεύθερο DNA σε σχέση με τα αντίστοιχα της ομάδας 
IVF (93,0 + 39,8 και 3,4 + 0,4 αντίστοιχα). Μία πιθανή εξήγηση για το παραπάνω θα 
μπορούσε να είναι η σημαντικά μειωμένη συγκέντρωση, κινητικότητα και 
μορφολογία που εμφανίζουν τα δείγματα των σπερμάτων που οδηγούνται για ICSI.  
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:00:13 EET - 137.108.70.7
Σελίδα | 34  
 
Ωστόσο, παρά τη σχετικά μεγάλη ποσότητα ελεύθερου DNA στο σπερματικό 
πλάσμα ανδρών της ομάδας ICSI, το ποσοστό γονιμοποίησης (FR) και το MSET 
είναι σχετικά αυξημένα συγκριτικά με την ομάδα IVF (Πίνακας 4). Μία πιθανή 
ερμηνεία θα μπορούσε να είναι το γεγονός ότι στο ICSI παρά τις χαμηλές 
παραμέτρους του σπέρματος και τις μεγάλες ποσότητες ελεύθερου DNA 
σπερματικού πλάσματος στο σύνολο του δείγματος, η επίτευξη γονιμοποίησης και η 
ποιότητα των εμβρύων δεν επηρεάζεται αρνητικά, καθώς επιλέγεται ένα και μόνο 
σπερματοζωάριο (το καλύτερο μορφολογικά).  
Άγνωστη μέχρι στιγμής φαίνεται να είναι η ακριβής προέλευση του ελεύθερου 
DNA στο σπέρμα. Μελέτες αναφέρουν ότι ελεύθερο DNA μπορεί να προέρχεται από: 
α) κύτταρα που βρίσκονται σε αρχικά στάδια σπερματογένεσης π.χ. 
σπερματοκύτταρα, σπερματίδες, β) απόπτωση σπερματικών κυττάρων, γ) λύση 
καρκινικών κυττάρων (Moss et al., 1990), δ) αυθόρμητη απελευθέρωση DNA από 
κύτταρα (Anker et al.,1975). Ποικίλες θεωρίες υπάρχουν, αλλά καμία μέχρι στιγμής 
δεν είναι επικρατέστερη. Θα είχε ιδιαίτερο ενδιαφέρον μελλοντικές μελέτες να 
ασχοληθούν με τον εντοπισμό του ακριβούς μηχανισμού απελευθέρωσης ελεύθερου 
DNA στο σπέρμα. 
Συνοψίζοντας, το ελεύθερο σπερματικού πλάσματος DNA θα μπορούσε να 
θεωρηθεί ως καλός δείκτης απόπτωσης των σπερματικών κυττάρων και κατά 
επέκταση αντιπροσωπευτικός δείκτης της ανδρικής γονιμότητας. Μελλοντικά, θα 
μπορούσε να εφαρμοστεί ως δείκτης πρόγνωσης φτωχής απάντησης ζευγαριών σε 
IVF. Ωστόσο, περαιτέρω μελέτη κρίνεται αναγκαία, προκειμένου να προσδιοριστεί η 
κλινική σημασία, ευαισθησία και ειδικότητα αυτού του δείκτη.  
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